























学位 二△百m0 文要 ］曰
lntheciliatePam川cc加川α〃e/jαcomplex,thousandsofinternaleliminatedsequences
(IESs)areexcisedfromthegermlinemicronuclearDNAduringmacronuclear
differentiation・BasedontheresemblanceofPam川ecj皿川IESendsequencestoTcl
transposontermini,ithasbeenproposedthatPa7w?zeci"川IESsmighthave
degeneratelyevolvedfromTclfamilytransposons,ａｎｄｓｔｉｌｌｂｅｒｅｍｏｖｅｄｂｙａｎｅｎｚｙｍｅ
ｈｏｍologoustoaTcltransposase・Inthisstudy,wefoundthattransposase
preferentiallycleaved(ornicked)５８sitesnearthelESsinPammecj川DNA,at
sequencesconsistingofTTorTCn６k．SinceoneexcisionjunctionoftheP・
prj川α〃ejjaWZIESwasincludedinsuchsites,thissuggeststhataTcl-liketransposase
isinvolvedinthclEScxcisionprocesMlthoughitisprobaIgllynotasolefactor
responsibleforthepreciseCleavage・Inaddition,unmethylatedsubstrateDNA
appearedtodecreasethecleavagespecificity,suggestinganinvolvementofDNA
methylationinthecleavage，AlthoughtheseresuItsdonotdirectlyaddressthe
transposonoriginofPammecjzJ川ＩＥＳｓ,itislikelythattheenzymaticmachinery
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responsiblefortheinitialcleavageisderivedfromaTcl-liketransposase・Ｔｈｅ
mechanismnecessalyforpreciseexcisionisdiscussed,inrelationtorecentknowledge
ofIESexcisionobtainedinTeZM/Dwze"αａｎｄ〃加川ecj川．
[序論］ゾウリムシに代表される原生動物繊毛虫類は一つの細胞中に形態も
機能も全く異なる二種類の核を持つ（核の二型性)。有性生殖である接合に関
わる小核（生殖核）と、栄養成長期に転写を活発に行う大核（栄養核）である。
接合では小核が減数分裂を経て配偶核を形成し、受精を行う。受精核は二回の
有糸分裂の後、四つの核を生じ、そのうち二つがそのまま次世代の新小核に、
残る二つが新大核に分化する（大核分化)。それぞれの核は第一細胞分裂で娘
細胞に一つずつ分配され、接合が完了する。一方、旧大核は接合中に断片化し
てやがて消失する。大核分化ではゲノムの大規模な再編成と増幅が行われる。
ヒメゾウリムシでは、小核ゲノムの約２０％のＤＮＡが削除されて、残る８０％で
機能的な大核ゲノムが再構築される。この削除される小核特異的ＤＮＡ配列を
IEＳ（Internaleliminatedsequences）と呼ぶ。
ヒメゾウリムシのIBSは小核ゲノム中に約65,000ケ所にあると推定される。
現在､７８ケ所のIＥＳの配列が明らかにされている。これらは､非常に短く（Z6-882
bp)、AT-rich（70％以上）で、ＯＲＦを持たず、また同じ配列のものはない。唯
一共通する特徴は、両側を５，｣1A-3,に囲まれ（このため、ＴＭＥＳと呼ばれてい
る)、両末端にはＳｂｐのコンセンサス配列（５，mdUYAGYNR-3，）からなる逆位反
復配列をもつことである。この構造的特徴から、ＩＥＳはかつて小核ＤＮＡに侵入
したトランスポゾンが退化した残留物であるとみなされている（Klobutcherand
Herrick,1995)。ＩＥＳは大核分化時に必ず除去されるが、その除去システムは明
らかにされていない。
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Tcl/川〃ｍｅ'superfamilyは広く生物種問を転移することができるトランス
ポゾンのファミリーである。内部にtransposaseをコードする領域をもち、両末
端には長い逆位反復配列（TIR:terminalinvertedrepeat）をもっている。このフ
ァミリー内にみられる二つの特徴、両末端のコンセンサス配列（５，‐
TACAGTKS-3,）及びTargetsiteが５'二I)6L-3,であることは、ヒメゾウリムシIES
の特徴と共通している。
我々はヒメゾウリムシにおけるIＥＳの除去システムがTcl/mamzerfamilyの
転移のシステムと似ているのではないかと仮説をたてた。Tcltransposon（Ｃ
ｅ/egMs）由来のTcltransposaseを用いた系を構築し、ヒメゾウリムシIESの！〃
v伽での切断を試みた。
【結果］Tcltransposasegeneを大腸菌を用いて発現させ、精製して得られた４２
kDaのタンパクはMg2+存在下のj川伽反応液中でTcltransposonを切り出す活
性を保持していた。９つのIＥＳを含むヨツヒメゾウリムシの小核ＤＮＡ断片をも
つプラスミドを基質に用いると、わずかだが切り出されたSkb以下の断片が確
認された。また、２つのIＥＳを含むヒトヒメゾウリムシの小核ＤＮＡ断片をもつ
プラスミドを基質に用いると（図１)、切り出された断片は確認されなかったが、
一ケ所もしくは、ごく近い場所での切断によって生じる線状化産物があらわれ
た。線状化産物はベクターＤＮＡを基質に用いた反応ではみられなかった。こ
の結果はTcltransposaseがヒメゾウリムシのＤＮＡを認識し切断したことを示
唆している。切断サイトをPCR-basedprimerextensionで解析したところ、５８ケ
所の切断サイトが確認された（図Ｍ)。さらに切断サイトの前後８ｂｐの配列
を調べると、TcltransposaseはＴＴ配列及びTCI1AL配列で切断することが明らか
になった（図Z-B)。
－２９１－
テトラヒメナにおける研究（Gorovskyeta1.,1973）によると、大核ＤＮＡの
約0.8％のアデニンがメチル化されており、一方、小核ＤＮＡは修飾されていな
い。大核ＤＮＡのメチル化はIＥＳが切り出される時期と同じ大核分化時におこ
る。ＤＮＡのメチル化とIＥＳの除去との関係を調べるため、脱メチル化されたプ
ラスミドを基質に用いた。その結果、反応産物中にスメアーが現れた。これは、
複数箇所の切断と切断特異性の低下を示唆している。
[考察］TclfamilytransposaseはＴＩＲに結合し、末端８ｂｐの配列を認識して
切断する（VosetaL,1993)。ＩＥＳの末端８ｂｐをTcltransposonの８ｂｐの配列と
置き換えて反応させた。これによって末端認識の特異性があがり、ＩＥＳが切り
出される、あるいは切断効率があがると予想されたが、変化はみられなかった。
また、ＩＥＳの配列や長さの違い、ＩＥＳの有無にも活性の変化はみられなかった
（Appendixl)。これらを考えあわせると、今回観察された切断活性は「トラン
スポゾンの切り出し」の活性よりはむしろ、トランスポゾンの挿入のための
「Targetchoice」の活性であった可能性が高いと考えられる。
ゾウリムシのＴＭＥＳは小核ゲノム中のコード領域にもノンコード領域に
も存在する。このため、大核で機能的な遺伝子発現を行うには、正確なIＥＳの
切り出しが必要不可欠である。TcltransposaseはゾウリムシＤＮＡを認識し、ＴＴ
配列及びTCnAk配列で切断することが明らかになった。しかし、ＩＥＳの認識及
び８ｂｐコンセンサス配列の認識は確認されなかった。このことから、Tcl
transposase様酵素がIＥＳの切断する働きのみをもち、ＩＥＳの認識には別の因子
が関わっていると考えられる。テトラヒメナの研究において、ヒストンＨ３Ｉｊ
ジン９のメチル化がIＥＳの除去に関わっていると報告されており、クロモドメ
インをもつタンパクＰｄｄｌがこれに関わっている。また、ＩＥＳ除去システムには
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配列特異的なエピジェネティックコントロールが確認されており（Meyerand
Duharcourt,1996;ChalkerandYao,1996)、この配列特異性にはRNAiシステムの
関与が指摘されている（Mochizukieta1.,2002)。実際、テトラヒメナのMIES
elementにあるＰｄｄｌタンパクが結合する配列をIＥＳと異なる配列に置き換える
と、切断の正確性が減少した（TavernaetaL,ZOO２)。この切断のズレは今回の
実験結果とよく似ていた。このことからも、正確な切断には他の要因が関わっ
ていることが強く示唆される。
ゾウリムシをはじめ、他の繊毛虫にもトランスポゾン様ＤＮＡ断片がみつ
かっている。これらがもつＯＲＦは突然変異の蓄積によってその機能を失って
いるが、Tcl/川rj"erfamilytransposaseの特徴を残していた（LeMoueletaL，
ZOO3)。これらのＤＮＡ断片もまた大核ゲノムには存在しない。また、ZOObp以
上の長さのIＥＳに関して、環状化して切り出されることが明らかにされた
（B6termiereta1.,2000)。Bushｍａｎ（ZOOZ）は環状化して切り出されたtransposon
は転移できないdead-endfOmであると述べている。環状IＥＳは大核から排除さ
れた最終型なのではないだろうか。もし、ゾウリムシTＭＥＳが本当にTcl関
連transposonであるならば、ＩＥＳを切り出す酵素“excisase”はTcltransposase
と同様に活性ドメインとしてDDEmotifをもち、ホメオＦメイン様のＤＮＡ結
合ドメインを持つ可能』性がある。これらの特徴は今後excisase遺伝子を研究す
る上で重要なカギとなるだろう。
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図１ヒトヒメゾウリムシの小核ＤＮＡ断片を含むプラスミドｐＥＧ４を基質とし
たｍＷｌ７Ｄ反応。（A)プラスミドｐＥＧ４のインサート部のマップ。ヒトヒメゾウ
リムシ小核ＤＮＡのEcoRI断片(２２kb)がベクターｐＧＥＭ２にクローニングさ
れている。白箱が挿入されたヒトヒメゾウリムシＤＮＡ断片、実線がベクター
DNA、２つの緑箱がIEＳ（Ｗ１とＷ２)、緑太線がIＥＳのＳｂｐ末端配列をそれぞ
れ示す。緑箱の下の太数字はそれぞれのIＥＳの長さを示す。制限酵素サイト
E,ECoRI;Ｓ,SphI。（B)ﾉｎＷ１ｍ反応産物を０．ｓ％アガロースゲル電気泳動で確
認。Lanes1-4はｐＧＥＭ２を、５－ｓはｐＥＧ４を基質に用いた場合。ＳｍＭＭｇＣＩ２
<+)を含む反応と、２．５mMEDT1A(-)を含むコントロール反応。Laneslと了は
未処理の基質プラスミドＤＮＡ(C)、lanes2とＳは制限酵素で線状化したプラス
ミドＤＮＡ(L)(pGEM2はXbal､ｐＥＧ４はSphI)。白矢印と黒矢印はそれぞれの
反応で現れた線状化産物の位置を示す。Ｌａｎｅｇはサイズマーカー入HmdIII。
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図ZT1cltransposaseの切断サイトの解析(A)ｐＥＧ４を基質としたｍＷＵｍ反応で
得られた線状化産物の切断サイトをPCR-basedprimerextensionによって解析し
た。上図は図1-Ａと同様に表したマップ。黒箱はＴアプロモーターを、矢印は
primerextensionで用いたプライマー、ＩＲＤＷ２Ｆ(IaneF)、ＩＲＤＷ２Ｒ(IaneR)を
それぞれ示す。下図はprimerextensionの結果を電気泳動図とそれに対応させた
配列（GenBanksequenceU75gOO(Sel-10S1)）で示す。矢頭は切断（もしくはニ
ック）サイトを示す。４つの５，－TCTAPS'配列を灰色下線、ｍＷｖｏ反応(Dubrana
etaMgg7)の結果と一致したサイトを黒下線で示し、Ｗ２１ＥＳのＳｂｐ末端配列
に相当する場所を緑で囲む。（B)切断サイト前後Ｂｂｐのヌクレオチド使用頻度を
示したヒストグラム。パネルＡの矢頭で示した５ｓサイトについて、ＧＣ比率を
考慮してグラフ化した(AandT＝225ｓ,ＧａｎｄＣ＝Ｓ・“)。ＴＴの後を好んで切断
している傾向が明らかである。
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学位論文審査結果の要旨
原生動物繊毛虫は､一つの細胞内に生殖核である小核と栄養核である大核をもつという点で、生殖系列
と体細胞系列が空間的に分化しているユニークな単細胞真核生物である。新世代の大核は、接合中に受精し
た小核から新たに分化するが、分化に際してゲノムの大規模な再編成が行われ、小核ケノムの一部が削除さ
れる。ヒメゾウリムシでは、約２０％の小核ゲノムが削減され、その後大核は約800倍にＤＮＡを増幅する。
削減される小核特異的ＤＮＡは内部除去配列（IES）と呼ばれ､小核ゲノム内の65,000箇所に散在している。
ゲノム再編成には、ＲＮＡｉ、ピストン修飾が関与することが明らかになっているが、ＤＮＡを切断する酵素
である“Excisasei'の実体はまったく不明である。本研究では、ＩＥＳｓとＴｃｌトラスポゾンとの構造的な類似
`性をもとに、ＴｃｌトラスポゼースによるヒメゾウリムシＩＥＳｓのinvitroでの切断を試み、以下のような知
見を得た。１）ヒメゾウリムシＤＮＡはＴｃｌトラスポゼースによって特異的に切断されるが、バクテリアの
プラスミドはほとんど切断されない、２）切断箇所は大半がＴＴまたはＴＣＴＡである、３）脱メチル化され
たＤＮＡを基質として用いた場合、切断配列特異性は大きく減少し、スメアな産物が出現した。これらの結
果は、ヒメゾウリムシの“ExcisaseⅡは外来性の転移因子であるトランスポゾンに由来する可能性があるこ
とを示しており、またIＥＳ自体も退化したトランスポゾンであることを強く示唆している。
本研究は、異質の系を組み合わせることにより、ヒメゾウリムシのIＥＳがトラスポゾンから退化的に進
化してきた可能性が初めてinvitro系を用いた実験によって示した点で、今後のざらなる解析に期待をもた
せるものである。したがって、本論文は博士（理学）に値するものと判定した。
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